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癌細胞障害活性に よ っ て 選 ら ば れ た 口腔 内細菌， 凡 郁 庖 血 涙 わ和 才紺 地 舶 用7 H O 31－3 B
， エ戊 油 ムー
戊ぐ 肋 s c昂ぶe川123， エ戊Cわゐ戊C 肋 s ぶ戊gオロ戊7イ祝ぶ L S 3薗株 の 菌体抽出液の 細胞お よび ウイ ル ス 増殖 に お よ ぼす
影響 に つ い て検討 した－ こ れ ら 3 菌株 を Ta m ai－Fukuda 培地CT F培榔 で増殖させ た後， 超音液処理 を
し て か ら遠心 分離 し， その 上 清を粗抽出液と し た． ヒ ト胎児小 腸由来細胞く1nt朝 7細胞I を こ の 粗抽出液
く蛋白濃度 200JLglml で 24時間処理 した場％， 処理 細胞当りの Echo vir us ty pe 6くEcho －6 ウイル ス1
産生畳 は明 ら か に 減少 した が， 細胞増殖 は僅か な抑制 を受 けた に す ぎな か っ た
．
こ の Ecll O牒 ウイ ル ス 増殖
抑制は ， 特 に エ毘 加 ぬd 肋ぶ C 那 e川 123件の 粗抽出液 瀾 抽出液 L Cン 処理 に お い て 著明 に 認めら れ た． 粗
抽出液 LC に つ い て は， さ ら に 硫酸 ア ン モ ニ ウム 塩 析と， Sephade x G－200に よ る カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー で部分 精製 を行 っ た － fn く分 子 量 200 K 以 上l， fbく分子量 100 Kl， fc く分 子 量 20へ ペO Kl と名付け
た Sephade x G－2 0 の 主要両分は S D S－P A G E分析 に よ る と， そ れ ぞれ 異 なる 分子 量の い く つ か の 蛋白の
混合物 で あ っ た ． こ れ ら の 各画分 に つ い て 細胞又 は ウ イ ル ス 増殖抑制活性 を測定 し た． Echo －6 あ るい は
Co x B－5 ウイ ル ス 感 削 nt－407細胞系に お い て， 10w50FLglmlの fb あ る い はfc 画分 で 2 旬 24時間処理 し
た細胞 で は ， 細胞当 りの ウイ ル ス 塵 生畳 が 10旬 40％減少し た
．
しか し， イ ン タ ー フ ェ ロ ン く工F N l産生誘
発 は見 られ ず， こ の ウイ ル ス 増殖抑制 に はI F Nの 機構 は関与 して い ない と 思われ た ． 次に babo o n e ndoge－
n e o u sviru sくBaE VI持続感染 A 204くBaEV 糊過 と， hepatitis B viru s持続感染 P L CノP R F15細胞に つ い
て， 細胞お よ び ウ イ ル ス 増殖抑制効果 を検討 し た． fc 両分処理 A 204くBaE VI細胞で は， 細胞増殖と細胞
当 りの BaE Vの 放出が 明 ら か に 抑 制され た． 同様 に fb，fe 画分処理 P L CIP R F15細胞 に お い て も細胞増殖
と， hepatitis B vir u s su rfa c e a ntige nくH BsAgl， a －fetopr oteintAF Pl両者 の 塵 生 に 抑制効果 が 認め られ
た． 特 に fc 画分 では ， 低濃度 で も 細胞 へ の 持続的処理 あ る い は 少数細胞 コ ロ ニ ー 形成で み ると ， 強 い 抑制
効果 が み られ た
．
以 上 の 結果 か ら， こ れ らの 口 腔細菌構成分は， 腫瘍細胞増殖と ， ウイ ル ス増殖あ る い は
放出 へ の 抑制効果 を示 す こ とが 分 っ た
．
Key w o rds Lactobacillus， bacterial e xtr a cts， Cultured c ells， Viru s m ultipli－
C atio n， Virus persiste nt infectio n
ウイ ル ス の 細胞内増殖 を左 右す る因 子 と して 多くの 異 的抑制物質， 例 え ば血 清中の 非特異的抑制複合 蛋
も の が 知 ら れ て い る
．
そ の 中 で細胞 に 作用 して 細胞自 白3，な どが ミ ク ソ ウ イ ル ス ， ピ コ ル ナ ウイ ル ス な どい
身に は副作用 な く， ウ イ ル ス 増殖 に 抑制的に 働 く もの く つ か の ウイ ル ス で知 られ て い る． そ の 他に ， 或 る種
と して inte rfer o n口F NJ112Iが あ る． 一 方 ， ウイ ル ス 自 の 蛋白又 は 核酸合成阻害 肘 は特定条件下 で 細胞毒性
身に作用 す る もの と し て は， 特異的抗体の 他に ， 非特 なく ， ウイ ル ス の 増殖 に 抑制効果 を示 す こ とも あ る が，
Abbre viations 二A F P
，
a －fetoprotein ニ BaE V， babo o n e ndogene o u s viru sニ BS A， bo vin e
Ser u mal bu min三 CI R， C ell injuring re a ctio nニ Co x BA5 ウイ ル ス ， Coxsa ckie B vir usty pe 5
Faulkn er勘 C P M， C u rie per min utei D BS， Dulbec c o，s buffered s alin e三 Echo－6 ウイ ル ス ，
Echo－ Viru sty pe 6 D
，A m ori勘 EC－2 0r －5， Eagle
，
s minim u m esse ntialm edium s up ple m e nted
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化学療法剤 ． 抗生物質 と して 一 般化 され る に は至 っ て
い な い ．
一 方， 微生物代謝産物又 は抽出物 の 示 す 生物活性 に
は医薬生物学的に 有用 な もの が 多く ， 抗生物質 は い う
ま でも な く， 諸種酵素及 び そ の 阻害物質， 免疫捉進強
化剤くim m u n op te ntiato r又 はim m u n o adju v a ntl な
どが 実用化さ れ て い る． これ ら の 中で ， ウイ ル ス の 細
胞内増殖 に 抑制的に 働く も の と し て， 菌内毒素又 は抽
出物の IF N誘発能り勾引風が 知 られ て い る． こ の 誘発機
作 は， 通常の in du c e rく合成二 重鎖 ヌ ク レ オタ イ ド や ウ
イ ル ス な どコ に よ る も の と は 異 な り ， 細胞 内既存 の
IF Nprec urso rが遊離され るも の で ， そ の誘発I F Nも
ウイ ル ス 誘発 の もの と やや 異な る性状 を示 す とさ れ て
い る
．
これ ら工F N誘発 の か らん だ ウイ ル ス 増殖抑制 の
外に ， I F N産生 の 関与 し ない 干渉効果に よ る抑制機構
も異種 ウイ ル ス 間の 組合せ で 報 告 さ れ， 内在 性干渉
くintrinsicinterfe rerK eJり21と呼ば れ てtlるが ， その 機構
は分っ て い な い ． こ の事は 生細胞 に 働 い て IF N産生が
なく て も， 或る種の ウイ ル ス に 感染 した細胞 を， 異な
る ウイ ル ス の 増殖抑制 に 導く場合も あ る こ と を示 して
い る ．
著者は， これまで 口腔内分離嫌気性菌の 産生す る癌細
胞傷害活性物質 を ce11 inju ring re a ctionくCI Rl法
7糊 で
検索 した き た． その 中で， 癌細胞 に 対 して 選択的傷害
活性 を有 す る 3 菌株 の ひ と つ で あ る エd Cわぁ戊Cオgg鋸5
捕 eZ O123株 の抽出液 は， 2 ． 3 の ウイ ル ス に対 して
増殖抑制 を示 す こ と を見 い 出 した ． 乳酸梓薗の あ る株
に は， マ ウ ス 接種癌細胞 の 増殖 を抑制す るim m u n o－
adju v a nt活性が 既 に知 られ て い る9l． そ こ で癌細胞 へ
の ど乃 び言わり 直接作用 に よ る増殖抑制能 ， I F N誘発能か
らの ウイ ル ス 増殖抑制な どの 生物活性 の 検討 を菌体粗
抽出液及 びそ の部分精製標品 を用 い て行 な っ たの で ，
その 結果 に つ い て述 べ る ．
材料お よ び方法
工 ． 使用菌株
口腔内分離嫌気性菌株合計 148株中 CI Ra s say で
陽性 を示 した薗株か ら， が ん細胞選択的傷害清性 の 比
較的高く み ら れた 3菌株 エd Cわゐ戊CggJ描 以ばg才 0123株，
エ戊ごねゐ戊CfgJ祝5 5戊J古び戊rグ祝ざ LS 株 ， 爪 抑 止 鋸 転 流 州
別 血 路 加 耶 K O 31－3 B株 を用 い た ．
II． 培 養方法
被 検 菌株 は Rogo sa培 地 を 改 良 し た Ta m ai，
野
Fukuda 培地くT F培地l川 を用 い て S e misyn chro no u s
C ultu r e7刷 を行 っ た ． 既 ち 20mlく中試Iに て 370Cで 24
時 間培養 し た 菌液 0．5ml を 20mlの T F培地 に 植薗
し 37
0
C，12時間培養し た． 同様の 操作 を 3 回行 っ た後，
最終培養の定常期の 初期く培養20 時間1 に 菌体 を集菌
し D B Sで 3 回遠心 洗源 を行 い 菌体 を得 た ． な お定常
期初期 に お ける 菌の 発育量 は， 光電比 色計 くボ シ ュ ロ
ム ス ペ ク ト ロ ニ ッ ク ス ， 島津， 東京ンで O D 560m声 値
が約 1．2 で あ っ た
．
HL 菌体抽出嘩の 調 整と その 部分 精製
1 ， 粗抽出液の調整
5，000xg，15分， 遠 心 し て 集菌 し た 菌体 を， O D が
10．0 に なる よ う に D B S7糊 で再浮遊 し た． 菌体浮遊液
5 mlを Br a n s o n
，
s s o nifie rくU．S．Alを用 い 4
手
C， 40w ，
5 分の超音波処理 を行 っ た ． 破砕菌液 を 6，000xg， 20
分遠心後， そ の上 清 をさ ら に ミ リポ ア フ ィ ル タ ー く0 ．45
jL， M i11ipo re Co．1 で 濾過 した もの を粗抽出液と し
Lo w ry ら の 方法 川 で 蛋 白濃度 を測定 した ． L． cas ei
O123， L． s aliv a riu sLS， F n u cleatu m K O 31－3 Bの 粗抽
出液 を各々粗抽出液 LC， LS， K O 31－3 B と した．
2 ． 粗抽 出液の 部分精製 くfa， fb ，fc 画分の 調整ン
粗抽出液の中， L C は さ らに 硫 酸ア ン モ ニ ウ ム く硫
安う を 50％ 飽和 に な る様 に 加 え， 40C， 一 晩放置後
6，000xg， 20分速心 して沈遼 を葉め た ． こ の 沈埴 を硫
安塩析時 と同量 の D B Sに 再浮遊 し， D B Sに 対 し て
4
q
C， 96時間透析 し た． こ の蛋白液く4．7へ 20m gノmり
の 2 へ 5 ml を Sephade xG －200け ア ル マ シ ア社， ス
ウ ェ ー デ ンう で カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を行 っ た ．
Sephade x は17X860m m の カ ラ ム で，
一 画 分 は 100
dropsく約 2．O ml と し4 mlノ5分で 約 70画分 を集め
た． 同 一 カ ラ ム を用 い ， 同 一 条件下 で 正 常 ヒ ト血清分
画 を行い ， 各画分 の 分子 量 を推定 した ．
3 ． S D S－ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動法
くSDS－P A G El
各画分の分子量 を知 るた め に ， bo vin e se r u m alb－
u min くB S Al， O V O albu m u nくOvン を マ ー カ ー と して
SDS－ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気泳動法 くSD S－
P A G Elを常法1 2Iに 従い 行 っ た ． 蛋白染色 はク マ シ プ リ
リ ア ン トブル ー R－250くC B Bl を用 い た．
王V ． 使用 培 養細胞と ウ イ ル ス 及 び 関連活性物質の 測
定
1． 使用 継代株化細胞 と培養法
Int－4 071引1 41くヒ ト胎児小腸由来細胞l， eL 細胞 川くヒ
With 2％ o r5％ c alfser u m三 H B V， hepatitis B vir us三 H BsAg， hepatitis B viru s s urface
a ntigen3IF N， interfer o ni KO 31－3 B， niS Obacte riu m n u cle atu m K O 31－3 Bニ L C， La cioba cillus






























口 腔細菌抽出液の ウイ ル ス 増殖抑制
ト胎児肺由来細胞う， F L細胞 期 くヒ ト羊膜由来細胞う，
持続感染細胞 と して A 204くBaE Vlお よ び P L CIPR F1
5細胞 を使用 した ． A 204くBaE VJ1 6u7， 細胞 は ヒ ト横紋
筋肉腫由来細胞株 仏2抽 に ヒ ヒ 内在性 ウイ ル ス
くbabo o n e ndogen e o u s viru s， BaE Vl を持続感染さ
せ た細胞であり， P L CIP R F15くPL C巨細胞 は H Bs抗
原 くhepatitis B vir us s u rfa c e a ntige n， HBsAgl 及 び
a ． フ ェ トプ ロ テイ ン くa－fetopr otein ， A F Pl 産生肝が
ん由来細胞 である．
こ れ ら 各紙胞 は 5 およ び 10％仔牛血清加 Eagle
，
s
minim u m es se ntial m ediu nくM E MHE C．5， － 101で墳
蓑を行 い， 継代培養 に は通常 の 0．02％ ethyle nedia mi．
n etetr a a c etate くE D T AI くDifco， U ．S ．A ．J と 0．25％
try psin のifc o， U．S．A ．1 を使用 す る方法 に依 っ た． 細
胞数計算は， 白血球計算盤上で の 鏡検 に よ り 計数 し，
使用稀釈倍数か ら原 細胞総数を算定 した
．
2 一 使用 ウイ ル ス と その感染力価測定
Echo viru Sty pe6， D
，
A m o ri株 くEcho －6 ウイル スI
はInt．407 又 はeL細 胞 で 増 殖 さ せ ， F L細 胞 で の
Plaqu e a ss ay，Co x s a ckie Bvir usty pe5， Fa ulkner株
くCo x B－5 ウイ ル スJ は工nt－407細胞 で増殖さ せ ， eL
細胞 で の plaqu e a ssay， Ve sicula r sto matitis viru S
くV S VI New Je rs ey株 は F L細胞で増殖さ せ， F L細
胞で の plaque a s s ay を各々 行っ た ． そ して それ ら 各々
の plaqu e as s ay は各 ウイ ル ス に 常用 さ れ る方法 に 従
い ， その 感染力価は plaqu efo rming u nitくP FUJで表
わ した
．
3 ． ウイ ル ス 関連活性物質の 測定
り 逆転写酵素 くr e v e rs etra n sc ripta se， R Tl a s s ay
既報 川 2り2 2服 従 い ， 酸不溶性画分 へ 取 り込 ま れ た3廿
T M Ptth ymidine m o n opho shateJの 放射活性 くcpml
を細胞当り に 換算 して 表わ した
．
こ の RT 活性測定 は
BaE V産生の 定量 と見 なさ れ と い る1 71 231
2J H BsAg お よ び A F Pの 測定
H BsAg 産生 は 持続感染 H B V ゲノ ム の 発 現 と し
て， r adioim m u n o a ss ayくRI Al， 逆受 身赤血球凝集法20，
亡r ev e rsepa s siv ehe m ag glutin atio nくR P H Aり で測
定した
．
RIAに は A U S RI A キッ ト げ イ ナ ポ ッ ト社，
東刹 を， R P H Aに は市販 キ ッ ト く富士 臓乳 東副
を使用 し， RI A値は相対的カ ッ トオ フ債 で ， R P H A は
稀釈倍数で表わ し た
．
A F P産生は， P LC 細胞の 肝細胞
特異ゲ ノ ム の 発現 と して RI A法で ， 同じく 市販 キ ッ ト
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く栄研化学社， 東 副 を用 い 測定 し， ngノml で表現 し
た
．
V ． 各抽 出液又 は画分 に よ る る培養細胞処理法
各抽出液又 は画分を， 蛋白濃度が 1．0へ 200． ノ上gノ血
に な る よ う に し て， 各紙胸培養に加 え37
0
C， 2 へ 24時
間培養細胞 に 作用 さ せ た． そ の後， 細胞 を洗い ， それ
ぞれ の ウ イ ル ス の感染 を 行 っ た後 370C で培 養 を行 っ
た ． 経時的 に 細胞内又 は外の ウイ ル ス 畳 を測定 した
．
細胞 内ウイ ル ス 量は， 感染細胞 を Br a n son ，s so nifie r
で 4
0
C， 30w ， 1分処 理 した も のか ら定量 し， 細胞外ウ
イ ル ス 量 は， 培 養液中 に放出され た もの を定量 した
．
ウイ ル ス 持続感染細胞の場合 に は処理 く作用1 後培養
を行 い ， 培養液中に 出現 す る ウイ ル ス 又 は ウイ ル ス ゲ
ノ ム 発現産物 を経時的に 測定 した． 前項 の い ， 21，
の定量又 は測定 した 量は， 各測定時の 細胞数当り の値
と し て表現 した． 同時に 細胞総数も計測 し て細胞増殖
へ の影響を み た． 特 に処理 細胞の コ ロ ニ ー 形成能 を比
較 した
． 即 ち， 200へ 400細胞ノ3．5c m径 シ ャ ー レ を 2
へ 3枚つ く り， 370C， 5％C O2， 24時間培養後洗源 を
行 い ， 抽 出液 ． 画分含有培養液を添加 して培養を続 け
た
．
7日以 上 培養 した後， 0．1％ク リス タ ル 紫で染色，








． 租抽出液 の 生 物活 性
1 ． Int－407細胞増殖 へ の 影響
粗抽出液 E O 31－3 B， L C， L Sを c o nflu e nt お よ び
Subc o nflu ent な状態の Int－407細胞 に 作用させ て， そ
の 細胞増殖が どの よ う に 変化 をう ける か を検討 し た．
表1 の Exp－1 に 示 し たよ う に ， C O nta Ct inhibitio n を
示 し てい る c o nfluentな状態の 細胞 で は， 処 理作 用後
24時間で は粗抽出液 L Cに よ り 20％， 48時間 で は い
ずれ の 粗抽出液 に よ っ て も増殖阻害が認め られ， そ の
程 度 は 3 2へ 48％で あ っ た
．
ま た Exp ．2 の s ubr
C O nflu e nt で増殖期に あ る 状態 の細胞 で は その 傾 向が
更に 著 し く， 特 に 48 時間後 で は 5 卜 68％の 増殖阻害
が認 め られ た くPく0．05 で有意J．
2 ． 粗抽 出液処 理 王nト407細胞 に お け る Echo－6 ウ
イ ル ス の 増殖
forming unitニ P LC， P L CIP R F153 RI A， r adioim muno as sayニ R P H A， re V e r S epaSSiv e
he m agglutinatio nニ R T， r e V e rS etr a n SC riptaseニ S D S－P A G E， S Odium dodecyls ulfate polya c－
rylami de gelelectr ophoresisi V S V， Ve Sic ula r sto m atitis viru s．
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次 に 処理 後48時間で は前述 の よ う な細胞増殖阻害
をう けたが ， その 程度が よ り軽 い 処理 後24時間の Inト
407細胞に お け る Ecbo －6 ウイ ル ス の 増殖 を検討 し た
く表2コ． Ecbひ6 ウイル ス が吸着 して 感染が成立 し， ウ
イ ル ス が 増殖可能な細胞数は ， 処理 に よる細胞増殖の
程度 で 大き く 左右 され るの で ， 増殖 Ecbo－6 ウイ ル ス
野
の 力価 は P F UIc ellで 表現 ， 比 較す る こ と と した
．
表 2 に 示 した よう に ， 粗抽 出液処 理 に よ る Echo ．6
ウイ ル ス 増殖の 抑制 は， 粗抽出液 L Cに よ る 処理 で 特
に 顕著 に 認 めら れ ，処理 後 12時間で は 細胞外ウイ ル ス
で 82％， 細胞内 ウイ ル ス で は 45％の増殖阻害が みられ
た く何れ も Pく0．05 で有意l． 粗抽出液 KO31－3B， L S
Table l． EFfe ct oftr e atm ellt Of Inト40 7ce11s with c r ude e xtr a ct K O 31一二iB． L Cor－ L So ntheir
gr o wth
Expe rim e nt Tr e atm e nt
Nし1mbe r of c ells くX l Ol pe rbottle afterin c ubatio n
Period of
24 br 48 hl
一




Exp． 2 No n eくc o ntrol





















M o n olaye r of Int－407c ellsin c ultur ebottle く5 ml sho wing c o nflu e nt gr o wthくExp－ 1l o r s ub－
c o n且u e nt gr o wthくExp， 21w a stre ated with 200JJgIlml of c r ude e xtr a cts in Eagle
，
s M E Mc o n－
taining 2％ c alfs er u mくE C－2 m ediu ml fo r24 hr at 37
0
C ．
ホNu mbersin pa r e nthe s es a r ep r c e ntage s of n u mbe rs of c ells gr owing afte rtre atm el－t tO that
after n o n－tr e atm e nt．
H
Not tested．
Table 2． Co mpa r ativ e m ultiplic atio n of Echo－6 viru sin Int，40 7cells tr e ated withcr ude e xtr a ct
K O31－3 B， L CorL S
V ir u s s a mple Tr e atm e nt
工nfe ctio u stite r of Echo－6 vir u sくP F Uノc ellafter
in c ubatio n pe riod of
8 hr 12 hr 2 4hr
．




Intr a－ C ellula r vir u s None くc ontr ol




























Co n乱1e ntInt－407c ells in c ultu r ebottle く5 ml w ere tre ated with 2O FLglmlof c rude e xtr a ctsin
EC，2 m ediu m fo r24 hr at 37
8
C， T he tr e ated c ells w er e w a shed o n c ewith Ha nlくS
，
bala n c edsalt
s olutio n andtheninfe cted with Echo－6 viru s at m ultiplicity of infe ctio n 血 0力 of l．O． Afte ro n e
ho ur adsorption of viru S eS， 5 mlof E C 2m ediu m w a s addedto the c els■ Extra－C elula rvir u s誓S
rele as ed into the m ediu m a ndintra － C ellula r viru se s e xtr a cted fr o mtheinfe cted ce11s by a s o nl
－
c atio n u slng Br a n s o n
，
s so ni丘erfor 2 min at 40 W w e r e e x amin ed by plaqu e a ssay at 8， 1 2a nd
24 hr afterinfe ctio n． In the similarlytre ated c ells witho ut the vir u sinfe ctio n，tOtalc elln u mber
in the bot tle w a s c o u nted a ndinfe ctio u stiterくP FUIc elり w a s c alc ulated，
醸 Nu mber sin pa re nthe s e s a rep r c e ntages of infectio u stiter sin tr e ated c ells to that in n o n
－
tre ated ce11s．
口腔細菌抽出液の ウイ ル ス 増殖抑制
に よ る 処理 で も， 感染後 12時間ま で は細胞外放出 ウイ
ル ス 量に お い て増殖抑制が観察 され た が ， 細胞内蓄積
ウイ ル ス 量で は， そ の 抑制程度 は 12， 23％と 軽度 で
あ っ た ． さ ら に 感染後 24時間く処理後 48時間フで は，
粗抽出液 L C処理 が特 に細胞内ウイ ル ス 量 に 強い 影響
を与 え て い た． な お こ の 実験で 各粗抽出液処 理後 の
工nt．407細 胞 へ の Echo －6 ウ イル ス 吸 着の 変化 は見 ら
れず， 前述の増殖抑制が抽出液処理後 の細胞 へ の ウイ
ル ス 吸着阻害に よ るも の で は ない こ と は確 めて ある．
H ． L Cの 硫 安塩 析 お よ ぴ Sepll adex G．200画 分
げa， fb， fcl の 生 物活 性
前述 の 結果よ り， 使用 粗抽出液 KO31－3B， LC， LS は
工nト407細胞の 増殖 を抑制 し， か つ I山 一407細胞に お け
る Ecbo －6 ウイ ル ス の 増殖 を抑制す る こ と が 分っ た
．
中で も粗抽出液 L C は， 細胞増殖抑制 が比較的軽度 で
ある に も拘ら ず， Echo－6 ウイ ル ス増殖抑制が他の 2粗
抽出液 よ り 高度 に 認 め ら れ た． そ こ で こ の 粗抽出液
L C をさ らに 部分精製 して， その 生物活性 の測定を他
の細胞 － ウイ ル ス 系も 含め て行 っ た ．
部分精製の第 一 歩と して得ら れ た硫安沈澱蛋白溶液
く50％飽和1 は， 打直4 07細胞 － Echo －6 ウイ ル ス 系で ，
もと の 粗抽出液 の も つ 細胞増殖抑制， ウ イ ル ス 増殖抑
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制活性を同程度も っ て い たくdata 略プ． そ こ で こ の 沈澱
蛋白 に つ い て Sephade x G－200 カ ラム ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー を行 っ た結果， 3主要蛋白画分が得 られ た く図
い ． 画分 2 い－ 23， 27へ 29， 64へ 66に 浮出 した 画分 を
各々 fa， fb，f。 画分と し以下の 実験 に 供 した． f8 ， fb， f。
画分の分子 量 を， マ ー カ と して 伺い た正 常 ヒ ト血 清の
溶出画分か ら ， 各々 ン200葺く， 約 100 K， 約20へ 40 K と
推定 した ． な お これ らの 3画分は， S DS－P AGE を行 っ
た結果， 必ら ず しも 単 一 で はな く， 異なる 分子 量の 蛋
白の 混合であっ た く図2う．
1 ，fa， fb， fc 画分処理 Int．407細胞に おけ る Echo．6
ウイ ル ス の 増穂
粗抽出液 L C の f8，fb ，fc 各画分処理 工nt－407細胞で
の Echo－6 ウイ ル ス増殖度 を比較 した く表3う． こ の場
合， 粗抽出液 に よる 実験 く表1及び2ン の使用濃度の
1ノ4， す な わ ち 50声gノml処理 で も fb 画分処 理 で 7
へ 48％， fc 画分処理 で 13旬 33％の Echo －6 ウ イル ス の
増殖抑制 が見 い 出さ れた ． 表2 の粗抽出液処理 の 実験
と同 じく， 細胞内蓄積 ウイ ル ス 量 へ の 抑制効果の方が
や 1 高度 に認め られ た． しか しfa 画分処理で は抑制効
果よ り も む し ろ， 約 10へ 50％の促進効果が細胞内及び












川 2 0 3 0 ヰ0 5 0 8 0 川
Fig－1． Gel filtratio n ofくN H4J2S O4－pr e Cipitated protein fro m e xtr a ctL Co n aSephade x G－
200c olu m nく17X 860m mlwith O－1 M pho sphatebuffe red salin e， pH 7．2 a sthe elu ent． T he
2－Oml of sa mpleく40m g pr oteinJw a s ap pliedtothe c olu m n． On efr a ctio n w as collected in









Fig． 2． An alysis of f8 ，fb a nd fcfra ctino sfr o m extra ct L Co nS D S
－P A G E． Bo vine s eru m
al bu minくB S Ala nd o v o albu minくOvIw er e u s ed a sthe m a rke r substa n c e． Ap proxim ately
20JLg pr Otein of fra ctio n sw a s ap plied in this a n alysis． T heleft 5
1a ne s of photogr aph
w e res D S－P A G Epattern a nd 3 1a n e sillu str ated inthe righthalfshow estim ated m ole c ular
w eight of f8，fb andfc．
Table 3． Co mpa r ativ e m ultiplic atio n of Echo－6 virusin Int－407c ellstr e ated with fll， fb Orfr fr a
．
tio n ofc r ude e xtr a ct L C
V iru s sa mple Tre atm e nt
Infe ctio u stite r of Echo －6 vir u sくP F UIc ell after
inc ubation period of
6 hr 8 hr 24 hr
Extra－ C ellular vir u s No n eくc o ntrol
fa fr a ctio n
fbfra ctio n
fc fr a ctio n
Intr a－ C ellular vir u s No n eくc ontr ol
fa fr a ctio n
fb fr a ctio n



























Ex c ept the tre atm e nt of Int－407c ells with 50JLglml of fa ，fb O rfc fr a ctio nt he e xpe rim entalpr o－
cedureS Of Echo－6 viru sinfe ctio n w e rethe s a m e s a m e a sdes c ribed in fo otn ote oftable 2－
＋ Nu mber sin pa re nthe s e s a rep r c e ntage s of infe ctio u stitersin tr e ated c ells to that
in n o n－
tre ated cells．
相 Not 上ested．
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2 ． fa，fb ，fc 画分処理 Int－407細胞 に お ける Co xB－
5 ウイ ル ス の 増殖
本実験 で は， こ れ ま で の 表2 と 3 に お け る よう な ウ
イ ル ス 産 生 量 の 比 較で はな く， 各画 分処 理 Int－407細
胞上 に お け る少量 ウイ ル ス の plaqu e形成能 を比 較 し
た． しか も ， 処理 濃度も よ り少な い 10声gノml， 処理 時
間も 2， 12時間とい う 短時間で 行 っ た く表 4I．
そ の 結果 ， こ の よ う な短 時間， 低 濃度処理 で も 約
10％ の plaqu e形 成抑制が 各 3画分 処 理 で 見 ら れ た
が， plaqu eの 大き さ， 形態等に 変化は なか っ た ． 表 3
の 実験で み ら れ たfa 画分処理 に よ る増殖促進効果 は，
Iロト407 細胞 － Co xB－5 ウイル ス 系で は認 ら れ な か っ
た
．
こ の 表 4 の実験 と同様 の 方法で F L細胞 を処理後，
V S Vの plaqu e a s s ay を行 っ たが ， 形成 plaqu e数， 形
態， 大 き さ 等 に 各 3画 分処 理 に よ る影響 は な か っ た
くdata 略l．
3 ． fモ．，fb， fc 画分 の 持続感染細胞 へ の 影響
Table 4． Plaqu efo r ming abilty of Co x s a ckie B vir u sin Int－407c e11s tre ated with fa ， fb Orfc fra ctio n
Tr e atm e nt
T im efo r
tre atm e nt
く111う
Nu mber ofplaqu e sfor med
Valu efor ea ch e xpe rim ent M ea n士S ．E．M ．
＋
No n eくc o ntr oIJ
f王． fr a ctio n
fb fr a ctio n
fc fr a ctio n
No n eくc o ntr oIJ
fa fra ctio n
fh fr a ctio n








































































































































Co nflu e ntInt－4 0 7c ellsin Petri dishく3．5c min dia m eterJ w ere tr e ated withlOノ上glmlof fra ctio n sfo r2
and 12 hr at37
d
C． T he tr e ated c ells were wa shed o n c ewith Ha nks
7
bala n c eds olutio n a ndthe ninfe c－
ted with ap pr opriately diluted Co x sa ckie B－5virus． After o n eho u r adso rptio n ofvir u s es，the c e11s w e re
O V erlayedby agar a c c ording to the m ethod us u ally e mployed in plaqu e a ss ay．
ホ Sta nda rd error of m e a n．
ホ＋
Nu mbersin pa r e nthe se s a rep rc e ntages of m e a n v alu e s of plaqu efor m ed in tr e ated cellsto thatin
non －tre ated c ells，
Table 5． E ffe ct oftr e atm ent of A 204くBaE VI c ells with fa ，fb O rf亡 fr a ctio n o ntheir gr o wth a ndthe
pr odu ctio n ofr e v e rs etra n sc ripta s einto c ultu r e且uid
Tr e atm ent
光浩志黒滝霊は
rPetridish 箭翫 猫 謁
t
て喜蒜悪霊言誓i慧
24 hr 48 hr 72 hr 24 hr 48 hr 72 hr
No n eくc o ntr ol1 230 く100ホ1 356く1001
fa fr a ctio n 252 く1091 368く1031
fbfra ctio n 169 く731 225 く63I





34く10 1 39 く100コ 39 く100う
38く11い 41く105J 26く66ヨ
37 く1081 23 く58I 26 く66I
35 く1021 20く5い 37く94う
On e million A 204くBaE VIc ells w e r e se ed d into Petri dishく3．5 c min dia rn et rla nd 24 hr laterthe c ells
W ere tre ated with lOJLgノml of e a ch fr a ctio nin Eagle
，
s M E Mc o ntaining lO％ c alfs e ru mくE C－10 m ediu ml
fo r12 hr at37
D
C， T he tr eated c ells w er e w a shed o n c e with Ha nks
，
balan c ed s alt solutio n and refed with
fresh E C－10m ediu m． Cultu re m edia w e re cha nged e v ery24 hr duringin c ubatio n period． After 24， 4 8
and 72 hr of in c ubatio n pe riod c ultur e m edia w e reharve Sted and a s sayed for the a ctivity of r ev er se
tra ns c ripta se． T he tre ated c ells after re m o v al of c ultu r e m edia w e r e s ubmittedto c o u nti g oftotalc ells
perdish．
串 Nu mbersin parenthes e s a rep rc e ntages of v alu esin tre ated c ells to thos ein n o n－tr e ated c ells．
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次 に ， 処理細胞 ヘ ウイ ル ス を感染 させ る前述 の実験
方法 と は異な り， 既に ウイ ル ス の持続感染が成立し て
い る細胞 へ ， 各画分 を作用 く処理1 さ せ た． そ こ で の
持続感染細胞自身の増殖 へ の 影響が 同時 に 細胞 よ り の
持続感染 ウイ ル ス の放出， また は 関連活性物質産生に
変化 を与 える か を検討 した．
野
1l． fa， fb， fe 画分 の A 204くBaEVl 細胞増殖及び
BaE V放出 へ の 影響
細胞増殖 へ の 影響 をみ る と ，fb 画分処理 が 27旬 38％
抑制， fc 画分 で は 7ノ 1 10％抑制 と， そ の 程度 は軽微で
あ っ たく表 5う． し か しf8 画分処理 に 僅か な が ら ， むし
ろ増殖促進傾向が見 られ た． こ れ ら増殖 へ の 影響と ほ
Table 6． E ffe ct oftr e atm e nt of P L CノP R F15 c ells with fa ，fb O rfぐ fra ction o ntheir gr o wth， the pr oductio n
Of hepatitis B viru s s u rfa c e a ntige nくH BsAgIa nd u －fetoprotein
T，eatm ent 崇訂洗P言霊畠f誌ヱぢと荒5Sp
tri 恕言霊孟S冨J慧ngノ10





























48 hr 72 hr 9 6 hr 120 hr 48 hr 72 hr 9 6 hr 12 0 hr 48 hr 7 2 hr 96 hr 120 hr
Noneくcontr o1 73く100り115く100J 181く1OO1 2く酎1OOl 13．2く100I 20．6く1001 12．3く1001 17．4く1001 1こ88 1こ8 1こ8 1こ32
f．fra ction 7 1く97I l13く98J 184く101J 206く1001 14．0く106I 24 ．3く1171 14．3く1161 32．2く185J lこ8 1こ8 1こ8 1ニ32
fbfra ction 75く10幻 108く93J 162く8鋸 196く95J 13 ．5く1くI2J 20 ．5く99I 16． 1く130I 25．7く147フ lこ8 1こ8 1こ8 1こ16
fc fractio n 77く1051 104く90J 162く891 181く88J ll．0く831 18．6く90J lO．3く831 17．0く97I l二4 1I8 1こ4 1こ8
Fivehundred tho usand P L CノP RFI5 c ells w ere se eded into cultu rebottleく5 mPand 2 4 hrlate r the c ells wer e tre ated
wi th lOJLglmlofeach fra ctioninEagle
，
sM E Mc ontaining5％ c alfseru mくEC．5 m ediu mlfor 12 hr． Cultu re m edia w ere
changed ev ery24 hrduringin cubatio n period． A fter48，72， 96 a nd 12 0 hr c ultur e mediaIwerehar ve stedlandiass ayedfor
H BsAgand A F Pproductio n， T he tre ated c ells after re m ov al ofcultlr e m edia were sub mi tted to c ou ntingof totalce11s
per bottle．
． Nu mbersinpar enthese sare perce ntages of valu esin treatedc ellsto those in n on ．tre ated c ells．
Table 7． Colo nyfor ming ability of fo u rkinds ofclo n ed P L CノP RF15 c ells， H－4， H －9， L－7a nd L－10 in
the pre se n c e of fc fr a ctio n
Expe rim e nt 誓言還d
A m o unt of fcくJLgl
mlJu sedfor tre at－
m e nt ofc ells
Nu mbe r ofc olo nies
Valu efor e a ch




























































































































































Fo u rhu ndr edくExp． 1Jo r200くExp． 21clon ed c ells w e r e s e ed d into Petri dishく3，5c m in dia m ete rI． Tw enty－
fo u rho u rslaterthe cells w e r efr eshlyfed with gr o wth m ediu mくE C－5 m ediu mlc o ntainingO，100 r50JJglml
Of fcfra ction a nd rn aintain ed fo r7 days at3 7
d
C． Fo r m ed c olo nie s ofthe c ells w er e c o u nted mic r o sc opic al－
1y afte r staining of the c olo niesbyl％ crystal vi01etsolutio n．
＋ H－4， し1 0， H－9， L－7 cells， See r efe rence
20J
．





























口腔細菌抽出液 の ウ イ ル ス 増殖抑制
ぼ比 例 し て ， 時 に 多少の く い 遠 い はあ る も の の ， BaEV
放出を反 映す る R T活性の 低下く34 へ 49％， Pく0．1 0で
有意う ま た は僅 か な 上 昇が認 め られ た ．
2J fa ， fb， fe 画 分 の P L CJIP R F15細胞増殖 及 び



































0 1 i 12 吊 ZO
両 u b it 加I 押 付再 い糊付
Fig．3． Effe ct of pe r site nt tre atm ent of PL CI
PR F15 cells with lo w c o n c e ntr atio n of fc fr a ction
O n C ellgr o wth a nd produ ctio n of H BsAg a nd
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p glmlof fcfr a ctio n． Ev e ry 4daysthe r espe cti－
Vely tr e ated cells adju sted to 5X lO5 c ellsノbottle
W ere pa SS aged with r efr e shed gr o wth m edium
くE C－5 m ediu ml c o ntaining the sa m e c o n ce ntra－
tio n of fcfr a ctio n． T he sepa s sages w e re r epe at－
ed 4 tim e sく4， 8， 12 a nd 16 days， re Spe Ctiv elyl．
The c ultu re m edia ha r v ested at e v ery pa ssage
W ere a S Sayed fo r H BsAg a nd A F Pc o ntents．
T he c els re m ain ed afte rthe re m o v al of m edia
W e r e S ub mitted to c o unting of c ellnumbe rsl
bottle．
11Cellgrowth． 21A F P． 3IH BsAg．
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次 に H B V が持続感染 して い る P L C細胞 へ の 影響
を み た．
i ． 1 2時間処 理 に よ る影響
表 6に 示 す よう に ，fbとfc 画分処理 で約 10％ の 細胞
増殖抑制 を認 め たが ， 顕著な効果 と は言い 難か っ た ．
た だ， こ の よ う に 処理後 48勺 120時間の 間， 24 時間毎
に 培養液 を交換 して 得 られ た培養上清 へ 放出 さ れ た
H B V ゲノ ム 発現 産物で あ る H BsAg量 は， fe 画分処
理 で 48及 び 96時間後 で は 1ノ2 へ 低下 し， 殊 に 120時
間後 の 1ノ4 へ の 低下 は 有意と思われ た． しか しfe 及び
fb 画分処理 の 影響 は ほと ん どな い と言えよ う ．
P L C細胞の肝細胞 ゲ ノ ム 発現産 物 で あ る A F P塵生
は fc 画分処理 で 3〆 －17％と軽微 な低下 をみ た． しか し
な が ら， fa ，fc 画分処理 は 全く 影響 なく ， 時に 産生促進
と思 われ る場合 もあ っ た ．
ii， fc 画分持続的処理 に よ る影響
前述の 表6 の 実験で fc 画分処理 が短時間く12時間1
処理 で も H BsAg 及 び A F P産生 に 軽度な が ら抑制 を
示 し た． そ こ で ， よ り低漉度の fc 画分で， よ り長時間
持続的に 処理 し た場合の 影響 を検討 した．
図 3に 示 す よう に ， 1 ．0及 び 5．0ノJgノml，fc 画分含有
培養液 で 4 日毎 に 5 XlO5 P L Cc ellslbottle を植 え込
む継代培養 を 4 回繰返 し ， 常 に fc 画分処理 を 計20日
間持続す る と い う 方法 を行っ た． その 結果， 1．0及び
5．0ノノgノml両 濃度 の fc 存在下 で細胞増殖度 は次第 に
低下 して ， 10へ 45％前後抑制さ れ た． こ れと 関連 して ，
H BsAg と A F P 産 生 は処理 培養 12時間ま で は余 り影
響が なか っ た が， 16へ 20 日に 及 ぶ と何れ も約 1ノ3へ 1ノ
4．に 低下 し た．
31 H BsAg 及 び A F P高又 は低産生 ク ロ ー ン P L C
細胞 へ の fc 画分処理 の 影 響
先 に ク ロ ー ン 化され ， H BsAg及 び A FP が共 に 高又
は低産 生 ク ロ ー ン を選 ん で fc 画分処 理 の 影響 をみ た．
表 7 に 示 す H－4及 び H．9 は高産生 ク ロ ー ン で あ り， し
7 及 び L－10 は低産 生 ク ロ ー ー ン で あ る 川 ． こ れ ら 各ク
ロ ー ン 化 P L C細胞 の コ ロ ニ ー 形 成能 がfc 画分 10 及
び 50メイgノmlの 存在 で どう変 るか を検討し た く表 7コ．
そ の 結果 ， 高 ． 低塵 生 ク ロ ー ン に 関係なく ， 各濃度
fc存在 下 で 35ル 63％の コ ロ ニ ー 形成抑制又 は plating
effic e n cy 低下 が み られ た ． 従 っ て ， 比 較的少数細胞 の
増殖 に は， か な り明 ら か な抑制効果が ある と 考え られ
た．
考 察
微生物 の 細胞壁骨格 や， そ の 他の 各構成分の 示 す 生
物活性 の 中， 抗腫 瘍活性や免疫学的 adju v a nt活 性 に
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つ い て は よ く 知 ら れ て お り， B C G2 欄 1， Coり明 e－
ba cte riu m2 61271
，
he m olytic Str epto c o c ci
2 8I2 9I
，
C 血ざわ滋7fd3 0削I等 その他数多く あ る． こ の 中で ， い くつ
か の もの は腫瘍の免疫療法剤 と し て， 人 に も既 に 応用
さ れ てい る の は周知の 通 りで あ る2 9I3 2ト 3引 ． こ れ ら の活
性 を担 う 細菌 性 peptidoglyc an
3 6ユの 必 須構 造， N－
a c etyl m u r a myl－ し ala nyトD．is ogluta min e
くM D PI3 7ト 吋 も現在明ら か に さ れ る に 至 っ て い る ．
一 方， 抗腫瘍活性 と も 関連 し て， い く つ か の 細菌
類5刷 ， 特 に 5わ〆ゆ わC8 CCf相 川 の 示 す IF N誘発能 も注目
に催 す る． さ ら に ， こ の抗腫瘍活性 は最近， 口 腔 内嫌
気性細菌， 凡 ざロムd Cね妬以 椚 42卜 瑚 ， 勒 わc o c 飽 5
4 6りこも見
い 出され て い る．
これ ら従来の 一 連 の研究を 背景 と し て， 著者 の こ 1
に検討 した 口腔細菌抽出液の生物学的活性 一 細胞増殖
抑制及び ウイ ル ス 感染増殖抑制効果 は， あま り強力で
は な か っ た が， 常 に再現性を も っ て見 られ た． 先 に 述
べ た ご と く， CI R活性7糊 で選別 され た 3薗株 の 中，
月 収 姑 狙 お 血 椚 ナ紬 砲 血 醐 柁 K O 31．3 B株 の培養上清 に
は， 現在抗腫瘍活性が認め られ て い る4 2卜 瑚 ． しか しな
が ら， そ の菌体抽出液で処理 した Inト407細胞 で は， 腸
内 ウイ ル ス ， Ecbo－6 の増殖が 感染初期く8－ 1 12時間ま
でI で若干抑制 され たが ， 24時間以 降 は殆 どそ の効果
は消失したく表2う． こ の 粗抽出液 と培養上清 に放出さ
れ る抗腫瘍活性物質は同 一 と 思わ れ るが ， 細胞 又 は ウ
イ ル ス 増殖抑制活性と抗腫瘍活性 を同 一 サ ン プ ル で何
れ 検討す る必要が ある と思わ れ る．
他の 2菌株は ， 何れ も エ鋸 ねねd肋ば 属で ， 特 に 粗抽
出液 L C は， 工nt－407細胞増殖 に 10へ ■20％の 抑制 を 示
す 濃度 で Echo－6 ウ イル ス の 細 胞内， 外 で の 増殖 を
40〆 － 70％抑制 した． そ こ で ， こ の 粗抽出液 を硫安塩析，
Sephade xG－200 で画分 してみ る と， 分子 量， 100 K前
後の fb 画分と 20■ －40 K前後の fc 画分 に ， これ らの 生
物活性物質が見 い 出さ れ た． しか し 200 E 以 上の f8 画
分 に は活性が認 め られ な か っ た ． こ の活性は ， Inト407
細胞 － Co xB．5 ウイル ス 系で も 3画分に 低 い なが らも
認 める こ とが で き た． こ れ ら部分精製fb， fc 画分が 粗
抽出液と異 な り，Inト407細胞 に 殆 ど細胞増殖抑制能 を
示 さ ない がくdata 略1， 腸 内ウイ ル ス ， Echo －6 と Co x
B－5増殖 を低下 させ得 る事 は臨床的に 意味があ ると 思
わ れ る． その 理 由と して， エ戊Cわぁ戌CブJお 属菌 は ヒ ト腸
内常在細菌瑚 で非病原性である の で ， その 菌体崩壊産
物 の 一 部に 前述の よう な腸内ウイ ル ス 増殖抑制能が あ
る こ とは ， ウイ ル ス 感染増殖 を免れ させ て， 腸管機能
維持 に 好都合 と言え る か らで ある．
こ さ に 示 した ウイ ル ス 増殖抑制 に 働 く機構 に つ い て
は， ウイ ル ス 吸着阻害で は な い こ と， 及 び王F N産生誘
野
発 で ない こ と は確認 し た． さ ら に ， 工nt－407細胞 と い う
小腸由来細胞 以外 の ヒ ト細胞処理 で も前述の活性が見
い 出され る か と， 腸 内ウイ ル ス 以外 の もの ， 例 えば呼
吸器系ウイ ル ス くミク ソ ウイ ル ス ， ア デ ノ ウイ ル ス な
ど1 感染増殖 に も 有効 か どう か は今後 に 残 され た問題
である． 一 方， 上 記腸内ウイ ル ス の外来性感染増殖 へ
の 影響 と共 に ， 既 に 内在的に 持続感染 して い る ウイ ル
ス の放 出 へ の 効果も 興味ある検討課題 で あ る． その日
的 に 選ば れ た A 204くBaE V巨細胞と P L C細胞 は， 何れ
も ヒ トが ん 由来株化細胞で， 腸 内ウイ ル ス 増殖抑制実
験 に 見 られ た と 同じく， fb 又 は fc 画分処理 が両細胞増
殖 へ か な りの抑制効果 を与 えた． 同時 に， 処理細胞当
り， 持続感染内在 ウイ ル ス くBaE Vl又 は その ウイ ル ス
ゲノ ム 発 現物産 くH BsAgン産生 も抑制 を う け る こ とが
見 い 出さ れ た． 特 に P L C細胞の 場合， 16旬 20 日前後 の
比較的長時間持続処理 を した場合 に ， 低濃 度処理 で も
有効 で あ る こ と は ヒ ト生体 に と っ て 意義深 い で あ ろ
う ． な ぜ な らば ， 前述の 腸内ウイ ル ス 増殖抑制能と同
じく， 腸 内常在細胞と して の ム 鋸ね 如狛沼ぬ 属菌の崩壊
菌体構成分が長期に 亘 り H B V性 ヒ ト肝 が ん細胞増殖
抑制 と， 内在化く持続感染化1H B V ゲノ ム 発現 へ も何
ら か の 抑制的な作 用 の可能性 を示唆 して い る か らで あ
る ．
こ の よ うな ヒ トが ん 細胞増殖抑制能と関連 して， 最
近 La cioba cillu s属 薗 の も つ mitoge n括 性
48刷 及 び免
疫 adju v a nt活性坤 咽 りが 液性 な い し は細胞性免疫に お
い て 報告さ れ て い る． また本菌 は， エゐね，壷 肌 0 乃叫y一
わ酢朋 郎 へ の 非特異的免疫 を増強 瑚 す る と 言 わ れ て い
る． 加 え て実験的に は ム鋸 ね血灯 沼ね 産生食品， 例 えば
ヨ ー グ ル トの 経 口投与が ， 動物 が ん移植に よ る腫 瘍形
成 を抑制 す る と い う例52Iも ある ． これ ら はす べ て生 体
宿主機能， 例 え ば免疫 を介 して のが ん 抑制 な どである
が ， が ん細胞 へ の直接抑制作用 も今回の実験 で多少認
め られ ， 少数細胞 また は 2 へ 3遇以 上 の 長 期的作用に
はか な り の効果 が見い 出さ れ て い る． その が ん細胞増
殖抑制 に 働く機構 は， 現在得 ら れ てい る数種の分子量
蛋白 の混合物 の 状態か ら さ ら に 有効活性物質 を精製
し， 単 一 物質と してか ら追求さ れ る必要があろ う． 同
時 に ， こ さ に 得 た画分， fa， fb， fcさ ら に そ の 精製物が
生体宿主機能 へ も免疫学的 に何 らか の 活性 を示 すか ど
う か も今後検討 さ れ る べ き 問題 で問 あ ろう ．
こ れ と同様 の事 は， 細胞処理 で， 細胞の どの よう な
生理 的状態が変化 し， 外来感染 ウイ ル ス 増殖， 又 は内
在持続感染ウイ ル ス ゲ ノ ム 括性 が抑制さ れ る の かも将
来 の問題 で あ る． た ゴ， 今回用い た処理 条件 で は， 少
なくて も 工F N産生誘発 は認 め られ な か っ た の で ， そ れ
以 外 の 機構， 例 え ば内在性干渉 くintrin sic interf－
口 腔細菌抽出液の ウイ ル ス 増殖抑制
er en c eト 棚 に 類似 し た もの も考 え られ る が ， これ らも
将来の 問題と して 残 され て い る ．
結 論
1 ． 口 腔 内 分離細菌， ダ那 扉 胱 鹿力 雛 柁 二郡 山k 肋 間
E O 3 ト3 B株， エ那 加血路 沼払r c 耽噺 012 3株， ム 打 払
ぬ扇閥舶 ．甜ガ 相加如 L S株の 3薗株 を T F培地 に 培養
し， そ の 菌体 を 超音波処 理 し て 粗抽出液 K O 3 ト3 B，
L C， LS を得 た． こ の 中， 粗抽出液 L Cか ら さら に 硫安
塩析－Sephade x G－200 カ ラム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
で ， 分子 量20 K 以 上くf8l， 約 100 Kくfbl， 20旬 4 0 K
仇ぅ の 3 蛋 白画分 を得 た ． こ れ ら 各 画分 は S D S．
P A G E で は単 一 では な く ， 数種 の 分子 量の 蛋白混合物
で あ っ た ．
2 ■ 各粗相出液く蛋白濃度200月gノmり で ヒ ト胎児小
腸由来細胞く工nt－407細胞うを24時間処理 す る と， 細胞
増殖は 9 旬 42％抑制 され た が， Echoviru sty pe6の 処
理細胞当り の 塵 生 増殖 量 は低下 し， 特 に 粗抽出液 L C
処理 で 著明 で あ っ た ．
3 一 粗相出液 L Cの fb 及 び fc 画分処理 で は， 細胞増
殖に は余 り影響 な く， Int－407細胞 岬 Echoviru sty pe6
系及 びInt－407細胞 p Co x s a ckie B viru sty pe 5系の
各々 に 処 理 細胞当 り 10へ 40％程度 の 産 生 抑制が 認 め
ら れた ．
4． こ れ らfb 又 はfc 画分処理 で ，王nト407細胞 に はイ
ン タ ー フ ェ ロ ンく工F Nl産生 誘発 は見 られ ず ， 前述の ウ
イ ル ス 増殖抑制 に工F N は関与 して い な い と思わ れ た
．
5 ． Babo o n e ndogen e o u s viru SくBaE Vl の 持続感
染ヒ ト横紋筋肉腰由来細胞 A 204くBaE VI 細胞を処 理
する と， fb 画分 に 細胞増殖及 び細胞当りの BaE V放出
の 各抑制能が認め られ た
．
6 ． Hepatitis B viru SくH B Vl 持続感染ヒ トが ん 由
来細胞， P L CIP R F15細胞処理 で は fb ，fe 画分に 細胞増
殖 及 び H B V ゲノ ム 発 現 産物， hepatitis B viru s
S urfa c eantige nくH BsAglと と 卜肝細胞 ゲ ノ ム 発 現 産
物， aLfetopr oteinくA FPlの 両者産生抑制 が 1ノ2へ 114
及び約 10 ％ 見い 出さ れ た． 特 に fc 画分は低濃度 で も持
続的処理 ， 又 は少 数細胞 コ ロ ニ ー 形成 に 有意 に 抑制効
果を発 揮し た．
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fb a nd fc fr a ctionsinhibited the c ellgr o wth， a nd the produ ctio n of H B Vs u rfa c e a ntige n a ndcr
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